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RESUMEN

I. RESUMEN

El uso de agua residual para riego agricola se ha hecho préactica comun en ciertas
regiones, donde se han aprovechado sus propiedades para convertir tierras antes estériles
en productivas. Un claro ejemplo es el Distrito de riego Tula (DR- 03) en el Valle del'
Mezquital, Hidalgo, que desde 1896 emplea como agua de riego aquella proveniente de Ia
depuracion de las aguas residuales generadas en la zona metropolitana de la. Cludad de
México. Los beneficios han sido multiples, ya que se provoc6 el desarrollo de un acuiferb, el
cual es actualmente la principal fuente de abastecimiento de este recurso. e

Debido a la naturaleza misma del agua existe preocupacién por contammacuin con
sustancias quimicas nocivas en el acuffero. En un estudio reciente, se: momtoreé la
presencia de compuestos organicos, encontrindose nonilfenoles. Dlversas pubhcacmnes
han demostrado que estos compuestos se :unen a receptores estrogénicos teniendo por
tanto, el potencial de interferir con el sistema endocrino del ser humane, - afectando

cualquier proceso que involucre participacion hormonal (Disrupcion endocrina).

La presencia de nonilfenoles y sus posibles efectos se establecieron como precedente
para desarrollar una metodologia analitica confiable, eficiente y rapida basada en la
microextraccion en fase solida- cromatografia de gases- espectrometria de masas (MEFS-

CGC-EM) para su determinacion en agua y su posterior aplicacién al estudio del acuifero.

De esta forma, se evaluaron diferentes tipos de fibras para MEFS: PDMS, PDMS-DVB,
CW-DVB y PA para seleccionar aquella que proporcionara mayor eficiencia en el proceso
de extraccién. A su vez, se estudio el efecto de diferentes variables sobre la extraccidn:
temperatura (T.A., 45y 60°C), pH (7 y 5) y fuerza iénica (NaCl al 5% y 0%). De los 4 tipos
de fibra evaluados se encontré.que la fibra de PDMS-DVB muestra la mejor eficiencia de
extraccién, estableciéndose asi una técnica que si bien ha sido reportada en la literatura
cientifica para el analisis de compuestos fenélicos, posee la ventaja de haber sido disenada

para la determinacion exclusiva de nonilfenoles.
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~INTRODUCCION

il. INTRODUCCION

La Republica Mexicana posee una superficie de cerca de 2 x 10° km?> y una
precipitacién pluvial anual de 777 mm, equivalente a 1522 x 10° m*ano de agua. Este
volumen de agua deberia ser suficiente para todas las necesidades de la poblacién, pero la
desigual distribucién geografica y temporal de éste recurso, asi como otros factores hacen
que resulte escaso para el 75% de la poblacmn [1] En contraste con esto, el volumen de- -

agua residual ha ido en aumento.

El Valle del Mezquital se encuentra a unos 60 km de distancia del Distrito Federal, en el
Estado de Hidalgo. Sus habitantes se dedican principalmente a la agricultura, y emplean
como agua de riego aquella proveniente de la depuracién de las aguas residuales que se
generan en la zona metropolitana de la Ciudad de México (ZMCM), la cual es descargada a
través de la red de alcantarillado hacia esta zona, que forma parte del Distrito de Riego de
Tula (DR 03). Durante mds de un siglo de riego con agua residual, se ha modificado la
hidrogeologfa regional, dando lugar al desarrollo de un acuifero, el cual es actualmente la
principal fuente de abastecimiento para uso industrial, publico- urbano, domeéstico y

pecuario

Estos grandes volamenes de agua residual vienen acbrn'panado's de-una significativa
carga contamninante debido a su nusma naturaleza a: pesar de esto los estudios mas

as se encuentran dentro de

recientes han mostrado que la mayoria de las sustanc1as qu
los limites permitidos, establecidos por la-Norma. Oﬁcml Mexxcana sobre agua para uso y
consumo humano. De estos contaminantes; y.de acuerdo con los objetivos de este estudio,
se da especial importancia a aquellos que tienen el potenCIal de interferir con el sistemna
endocrino del ser humano (disruptores endocrinos), afectando cualquier proceso que

involucre participaci6n hormonal.
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Trabajos recientes han reportado la éXistéhcia de disruptores en el agua del Acuifero - -

del Valle del Mezquital [2]. Por tal motlvo el presente trabajo estableci6 como obJetlvo

principal el desarrollo de una- metodologia ‘analitica (MEFS- CG- EM) para laa
determinacion de chsruptores endocunos en el acuifero del Distrito de Riego 03, con la
finalidad de complementar los estudlos del nnpacto del retiso de aguas residuales sobre la

salud y sobre el medio amblent:e en esta region.

El desarrollo del método tomé como base la microextraccion en fase sélida (MEFS)
para la preparacién de muestra, debido a su versatilidad y las ventajas que ofrece: no
emplea disolventes, velocidad de extraccion, posibilidad de automatizacién y acoplamiento
con instrumentos analiticos, ademas de la posibilidad de analizar muestras en matrices
liquidas, sélidas o gaseosas. Esta condicion, aunada al analisis por cromatografia de gases-
espectrometria cle masas, permite alcanzar la deteccion de niveles traza de contaminantes,
que son de gran importancia por el peligro que representan para la salud y en especial los
nonilfenoles por su valor como trazador en el sistema de recarga del acuifero del Valle del

Mezquital.
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ANTECEDENTES

lll. ANTECEDENTES

3.1 El Acuifero del Valle del Mezquital

3.1.1 Distrito de Riego Tula (DR-03): Caracteristicas.

El Valle del Mezquital esta ubicado en la porcién suroccidental del Estado de Hidalgo;
forma parte de la cuenca del Rio Tula y en €l se encuentra el Distrito de Riego Tula (DR-
03), que es a nivel mundial una de las superficies mayores y con mds tiempo de irrigacion
con aguas residuales [3]. Estd conformado por 15 municipios: Actopan, Ajacuba,
Atitalaquia, Atotonilco de Tula, Chilcuatla, Francisco 1. Madero, Mixquiahuala, Progreso,
San Salvador, Tepetitlan, Tetepango, Tezontepec de Aldama, Tlahuelilpan, Tlaxcoapan y

Tula de Allende [2], algunos de los cuales se muestran en la figura 1 [4].

La region posee clima seco y semidrido, con temperatura media de 18°C y precipitacién
media anual de 450 mm/ ano. Se abastece de los rios San Luis, Tepeji, El Salto y Tula, ast
como de los: volamenes almacenados por las presas Taxhimay del Estado de México 'y
Requena y Endhé de Hidalgo [5].

3.1.2 El reso de aguas residuales

El rdpido crecimiento poblacional ha provocado un incremento en la demanda de agua
potable, recurso escaso en las regiones norte y centro de México donde el clima es semi-
drido. Estas condiciones han llevado a reconocer el valor que el agua residual representa

como fuente de este recurso.
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ANTECEDENTES

El uso de agua residual para riego agrlcola es précmca comun en c1ertas reglones donde

se han aprovechado sus propledades para convertlr tierras antes esterlles en‘
ademds de que se ha obtenido el benef1c1o de conservar aunque sea en un mimmo grado las

fuentes naturales de agua.

La ii'rigécién en el Valle del Mezquital empleando el agua residual proveniente de la
Ciudad de México comenz6 en 1896, en el centro del valle alrededor de Tlaxcoapan y
Tlahuelilpan y se fue dispersando hacia Mixquiahuala. En esta etapa, el agua se descargaba
en el Rio Salado, de manera que la zona de irrigacién se fue expandiendo hacia el drea que
abarcaba el rio (figura 2). Para 1920, la importancia econémica de la irrigacién con aguas
residuales llevé al establecimiento de un programa para establecer la infraestructura
necesaria para estos fines. Fue en el ano de 1926 cuando se terminé la construccién de la
presa Requena, con una capacidad de 71 Mm®, y en 1934 la presa Taxhimay y la presa Endhé
con capacidades de 50 y 182 Mm® respectivamente. La construccién del Emisor Central en
1975 reemplaz6 paulatinamente la ruta de descarga del agua residual de! centro de la
Ciudad de México hacia el Rio Salado. El drea irrigada contintia en crecimiento. El agua
excedente es regresada hacia los rios Actopan y Tula para dirigirse hacia el Distrito de

Riego 100 (figura 3) {4].
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El Valle del Mezquital recibe un prbmedio de 40 m*/s de aguas re‘si'dueilesi'ioé i:fafadas

provenientes de la ZMCM. El desagﬁe de la ciudad y en general, de la Cuenca del Valle de
Meéxico es un sistermna que se caracteriza por contar con cauces de conducc16n superhcml a
través de canales y rios, y conduccién profunda mediante colectores e interceptores, los
cuales por si mismos tienen un efecto purificador del agua residual [1]. Las salidas del

sistema, que constltuyen el smtema de entrada hacia el DR-03 son prmc1palmente a través

del Emisor Centralf(que acarrea el ‘agua del centro de la c1udad) parte es dlsmbulda' '

chrectamente desde este punto via el canal Salto-Tlamaco hacia el lado sur del valle y viael

canal Requena alc Hftro del Valle. El resto pasa por la presa Enclho para su almacenaxmento

y chstrlbumé ' via el'canal Endhé. Otra porcién de agua entra a través de los thneles de

Tequlsqu1ac al Rio Salado

El agua re31dua1 de Ia refmeria de PEMEX en Tula es descargada directamente a la Presa
Endhé. La provemente de la planta de la Comisién Federal de Electricidad es descargada a

un canal adyacente que comunica a la Presa Endho pasando a través del drea de El Llano.

3.1.3 Impacto del riego con agua residual

El riego con agua residual modificé la hidrogeologia regional y desarroll6 un acutifero,
con abundante alimentacién inducida por el desarrollo agricola. Como consecuénéia, la
superficie fredtica ascendi¢ hasta alcanzar nuevos vertedores en las porciones Zbajas del

valle, donde form6 manantiales', inundé terrenos y afloré en los cauces principales?

Alrededor de un 17% del agua del acuifero se destina para uso domésﬁcb y un 25% para

uso agricola. Los cultivos principales son maiz, alfalfa, frijol, tomate, chile, hortalizas,

' El manantial “Cerro Colorado” es uno de los mas caudalosas. Broté en el sector central del valle y
es una de las principales fuentes de abastecimiento de agua.

2 La mayor parte del agua es descargada hacia el rio Tula, cuyo caudal crecié de 50 a mas de 400
Mm®/afio en el lapso de 1945- 1995[3].
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calabacita, avena y cebada. Sin embargo, a pesar del gran-valor que el agua representa para e

los agricultores, ya que mejora la calidad del suelo por su carga de nutrxr

tes contlene .

también sales, organismos patégenos, compuestos organicos; detergentes grasas -aceites y‘- o

metales pesados que representan un riesgo potencial para la salud de los agncultmes y

consurnidores tanto de los productos agricolas comno del agua.

El estudio del impacto del retso de aguas residuales en el Valle del Mezquxtal se ha
nfocado ala

presencia de metales pesados, organismos patégenos y la determinacién de su tox1c1dad ast g

realizado desde hace varios anos, pero la mayoria de las investigaciones se h‘
como la determinacién de condiciones de tratamiento [6- 9].

Poca investigacién se ha realizado en lo referente a la presencia de compuestos
orgénicos. Destaca un monitoreo completo de compuestos orgénicos presentes en el agua
del DR~-03 {2]. donde se reporta la presencia de numerosos compuestos aromiticos como
alquilbencenos, derivados del naftaleno y alquilfenoles, destacando entre estos los

nonilfenoles en concentraciones aproximadas de 31 partes por billén (ppb).

3.2 Disruptores endocrinos

3.2.1 Definicién

En un principio, la regulacion e investigacién de sustancias quimicas a rﬁvg:i mundial, se
enfocaba sobre el peligro de mutaciones genéticas, cancer o defectos de 'na'l‘c‘imientro sin
embargo, estudios realizados sobre ciertas sustancias como el DDT y el clordano llevaron al
descubrimiento de que algunos compuestos antropogénicos se acumulaban en el organismo
tanto de seres humanos como de animales silvestres, reconociendo un nuevo peligro,

definido como disrupcion endocrina [10].

, F ORIGEN 13




ANTECEDENTES

Un disruptor endocrino se.define: como “un agente ex6geno que interfiere. con la

sintesis, secrecién, transporte enlace, accuﬁn o eliminacién de las hormonas naturales en el

cuerpo, responsables del mantemrmento de la homeostasis, reproduccién,’ desarrollo ylo T

comportamiento” [11, 12]. Estas. sustancms al alterar las funciones del SIStema endocrmo
causan efectos adversos en el ser humano 0 en su progenie.

Muchas formas:de 'vida atn’ laé més sencillas, regulan la'exprre;i;Snw deSL{ matenal
genético de una manera refmada Al aumentar esa complejidad los mecamsmos reguladores
se hacen cada vez mds importantes en la supervivencia del orgamsmo su adaptacién al
medio y su reproduccién. La respuesta de un organismo ante un medlo que se‘encuentra en
continuo cambio es integrada mediante una red de comunicacién biologica formada por el
sistema nervioso y el sistema endocrino. Juntos, provocan alteraciones en el metabolismo,

la conducta y el desarrollo para cubrir necesidades internas y externas [13].

Las glandulas endocrinas sintetizan y segregan hormonas, moléculas que conducidas
por el torrente sanguineo, transfieren informacion de un grupo de células a otro. [14, 15].
Son transportadas por la sangre a muy bajas concentraciones (ng o pg/mL) de forma libre o

enlazadas a proteinas. Quimicamente, son de tres tipos:

o Hormonas esteroideas: Poseen una estructura quirmca basada en el nucleo

esteroideo, similar al del colesterol, y en la mayor parte de. los casds derivados de;

éste (ejemplos: cortisol, aldosterona, estrégenos progested na, t tosterona, etc)

¢ Hormonas -derivadas de la tirosina: Ex15ten dos grupos ‘ las hormonas tiroideas

metabdlicas: tiroxina y myodotu'onma (formas 'yodadas de denvados de la
tirosina), y las hormonas principales de. la médula suprarrenal adrenalma y
noradrenalina (catecolaminas denvadas de Ia tlrosma) '

¢ Proteinas o péptidos.

Las hormonas se enlazan a superficies celulares especificas o receptores nucleares y

llevan a cabo un importante efecto regulatorio, de crecimiento u homeostatico. El sistema

| TESI CON il
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ANTECEDENTES

endocrino incylﬁ'ye diversos KCV)rganos y- tejidos: (hip6fisis; tiroides, paratiroides, pancreas,

ovarios y testiculos; la placenta, higado, corteza supljap'gnal,ry células a través dgl tracto - -

gastrointestinal), y como tal existen varios sitios poténciales donde un agente ambiental
puede alterar Iav funcién endocrina. De esta forma, el deterioro del control hormonal pued¢
ocurrir como consecuencia en la alteracién de: sintesis, almacenamiento/ libefaéioh,
transporte/..depuracién, reconocimiento_del receptor/ enlace, o en las respuestasgibpst:,,g,

receptor [11].

3.2.2 Mecanismos de disrupcién [14, 17]

Los estrégenos naturales estan involucrados en el desarrollo y funcionamiento en la
edad adulta del tracto genital femenino, tejidos neuroendocrinos y la glandula mamaria;
ademds tienen un papel importante en el mantenimiento del ciclo menstrual, el embarazo y
la lactancia. A nivel celular, promueven la proliferacion celular y la degeneracién de los
organos sexuales secundarios femeninos, e inducen la sintesis y secrecién de proteinas
celulares especificas. Estos efectos son mediados a través de receptores estrogénicos (ER).

El receptor conocido ERa estd presente en los 6rganos blanco de estrégenos, mientras que

el receptor recientemente identificado como ERP est4 presente en la préstata, testiculos, .
ovarios y algunas dreas del cerebro [16]. La interaccion de la hormona con su receptor inicia -
una cascada de eventos que llevan al efecto asociado a esa hormona en particular. También
sustancias exégenas pueden imitar, aumentar o disminuir la-accién de éstas por medio de

diversos mecanismos:

a) Alteracion de la sintesis hormonal

Ciertos compuestos tienen la capacidad de inhibir la sintesis de varias

hormonas. Las alteraciones en la sintesis de hormonas puede inducirse por
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b)

esteroides --gonadales 'y - éonsecﬁenteniente -por . estrégenos - ambientales: y-

antiandrégenos. Tanto el estrégeno corno la _progesterona han mostrado mﬂuenma

en la sintesis de la horrnona;'pltmtarla ‘de manera directa o por camblos en la

glicosilacion de la horrnona utemlzante (LH) y-la hormona foliculo— estlmulante

(FSH). Una dlsrrunucm;p

sintesw de estas glicoproteinas reduce‘ la act1v1c1ad
biolégica de las hormonas ma.nera que. cualquier compuest ‘

antagonice la acc16n +de- ormonas esteroidales puede alterar e

glicosilacion. Algunos‘o os compuestos inhiben pasos enznnétlcos especiflcos en \la

ruta blosmtetlca de la ester01dogéne31s (cianocetona, ketoconazol) b
Alteracién en el almacenamiento o liberaci6én de la hormona

‘Las catecolaminas son hormonas que se almacenan en vesiculas de cierto
tipo de células dentro de la médula adrenal o las terminales presinapticas en el
sistemna nervioso central. Este mecanismo de almacenamiento es importante para
mantener las concentraciones adecuadas de la hormona, de manera que puedan
liberarse rapidamente cuando son requeridas. La reserpina y las anfetaminas son
sustancias que inhiben el proceso de almacenamiento. Otro caso lo constituye la
testosterona, que no es almacenada en granulos, sino que se sintetiza en las células
de Leydig en los testiculos y liberadas por activacion del receptor LH. De esta
forma, los compuestos que bloquean el receptor o la activaciéon del AMP ciclico
dependiente de la cascada involucrada en la sintesis de testosterona, pueden alterar

la secrecién de 1a hormona.

Alteracion en el transporte y depuracién hormonal

Las hormonas se transportan a través de la sangre en forma hbre o enlazada.
En el casc de las hormonas liposolubles, éstas viajan de manera enlazada a las
globulmas, que son proteinas especificas sintetizadas en el higado. La regulac16n en

la concentracién de estas globulinas en la sangre puede incrementar o disminuir la
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d)

chspomblhclad de las hormonas en el cuerpo. Algunas sustanc1as que producen este

_efecto son los salicilatos y los glucocorticoides.

La depuracion de las hormonas esta influida por comiauestos que ‘alteran las
enzimas hepdaticas involucradas en este proceso. Como ejemplo,se mencionan los
compuestos anilogos del DDT, que son potentes inductores de-la actividad de la
enzima monooxigenasa microsomal hepatica, que produce la degradacion de los

andrégenos, disminuyendo la concentracién de androgenos testiculares.
Alteracién en el reconocimiento del receptor/ enlace

: I_as hormonas r”eyspé‘ndeh a sus tejidos blanco a través de interacciones con
receptores ”‘in&ackelulares o receptores enlazados a membrana. Los receptores
intr‘a'cbelurlariesv tegulan la transcripcién genética a través de su interaccién con
secuencias especificas de DNA, sintetizandose RNA mensajero para la produccién
de nuevas proteinas. Varios agentes ambientales alteran este proceso mimetizando
los ligantes naturales y actuando como agonista, o bien inhibiendo el enlace y
actuando como antagonista. Algunos compuestos que act@an de esta forma
incluyen el metoxicloro, kepona, DDT, algunos bifenilos policlorados (PCBs) y los

alquilfenoles.
Alteraci6n en la activacién post-receptor

Una vez que. el llgante endégeno 0 un agonista se enlaza a su recept:or se

inicia una cascada d mdlcat:lva de que se dio la: respuesta celular

aproplada Esto mcluye la respuesta necesaria para la transduccién. de la sel’lal a

través de la. membrana 0, en el caso de los receptores nucleares la iniciacién.o. la

alteracion en la transcnpmén y sintesis de proteinas. El hndano ha emost:rado

alterar este proceso

TR CON
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3.2.3 Efectos sobre la salud

3.2.3.1 Efectos en el ser humano [19]

Uno de los primeros casos relacionados y que fue la punta de lanza parala mvest1gac16n o

sobre agentes dxsru ores fue el relacionado al Dietilestilbestrol (DES), empleado para
prevemr el aborto Comenzo a prescribirse en los anos de 1950s, hasta 1972 cuando en
Estados Umdos se detect6 la presencia de cancer en los ninos de mujeres que recibieron
dicho tratamiento. Las mujeres expuestas durante el periodo de gestacién mostraron un
aumento en la incidencia de cancer vaginal, ademas de deformidades estructurales del
tracto reproductivo, infertilidad, embarazos no llevados a término, asi como mayor
susceptibilidad a enfermedades autoinmunes como el reumatismo. Los hombres expuestos
in utero al DES sufrieron de disminucién en el desarrollo testicular, incremento de los casos
de céncer testicular y anormalidades genitales como hipospadias® y poco desarrollo del
pene [17,19].

a) Efectos en el tracto reproductor masculino: Aunque ha estado sujeto a
controversia el hecho de que la produccién de esperma en el hombre ha disminuido

en todo el mundo durante los altimos 50 afios,.se ha establecido la hipOt'esisj que

responsabiliza de este hecho a la exposicion in utcro a estrégenos amblentales Los. -
analisis realizados arrojaron las cifras de 113x106/mL en 1938 a 66x106/mL en: 1990'

Aunado a este problema también se han presentado mayores - casos ,de

criptorquidia*, hipospadia, cancer testicular y cancer de préstata.

3 En esta malformacion congénita, la uretra no se extiende por toda la longitud del pene, sino que
se abre en su cara inferior, en el cuerpo del érgano o, en casos extremos entre el recto y el
escroto.

* La criporquidia es la ausencia de descenso testicular la cual, comdnmente debe presentarse al
octavo mes de vida fetal. {18]
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_ mujeres alredeclm del'm do,

d)

_b) Cancer de mama: E] cancer en el pecho es uno de los casos de mayor incidenciaen

n que aument6 entre un 5y 25% en el periodo

complenchdo entre 1973 y 198 i

Endometnosns La endomemosw se caracteriza por un crecnmento aberrante de las

. células del endometno fuera del utero.y. la: resultante dlsmenorrea debldo al

desprendmuento del tejido generado por mducc16n estrogénlca y el sangrado
interno posterlor‘ Este padecimiento se ha asociado a la exposxcmn a altos niveles
de PCBs.

Efectos en la fertilidad, incluyendo proporcién de sexos: Se ha encontrado que el
50% de los problemas de fertilidad se encuentran relacionados a la funcion
reproductiva en el hombre. Existen casos bien documentados de alteraciones en
esta funcién por exposiciones a agentes como el dibromocloropropano, plomo,
kepona, DDT, DDD, DDE, lindano y PCBs. La proporcion entre hombres y mujeres
también ha sido empleada como indicador de la fertilidad humana. Después del
accidente en Seveso que provocé exposicion a la dioxina, se registré un incremento

en el nacimiento de mujeres en el periodo de abril de 1977 a diciembre de 1984,

Efectos en la tiroides: Las hormonas tiroideas juegan un papel importante en el
mantenimiento de la homeostasis del cuerpo. La alteracién de su estatus puede
llevar- a cambios en el metabolismo basal, en la funcién -cardiovascular,
gastrointestinal y muscular. Los PCBs son algunas de las sustancias que se ha

observado, modifican este patrén de funcionamiento.

Efectos al sistema nervioso central y neuroendocrinos: Estudios realizados,
reportaron que nifos nacidos de mujeres expuestas a aceite de pescado o de arroz
contaminados con PCBs, mostraron desarrollo mental retardado, con bajo
coeficiente intelectual, pobre memoria de reconocimiento visual y dificultades de

comportamiento, asi como retraso en el desarrollo psicomotor.

-IL (;: (’1/'\‘?
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3.2.3:2 Efectos sobre la fauna

Existe rnucha evidencia sobre efectos adversos en la salud de la fauna por exposicioén a

contaminantes ambientales. Las siguientes tablas e]emphhcan algunos de los resultados

observados en mamiferos (tabla [ y I1) [17]:

TABLA |. Efectos disruptores sobre la reproduccion en mamiferos

. CONTAMINANTE
EFECTO LOCALIZACION | ESPECIE
ASOCIADO
Mercurio, pp -DDE,
Criptorquidia Florida Pantera
PCBs
Oso negroy
Masculinizacion Alberta (Canada) e Desconocido
café
Masculinizacion Spitsbergen Oso polar | PCBs
Leones
Nacimientos prematuros California, E.U.A. ) Derivados del DDT
marinos
Disminucion en la
fecundidad y falla en la Mar Wadden, NI. | Focas PCBs y metabolitos
implantacion
Esterilicdad Mar baltico Focas PCBs
Disminucion en el tamano de | Lago Samimaa,
Focas Mercurio
la poblacion Finlandia
Disminucion en la
Bahia St. Law, Ballenas PCBs, dieldrin, 2,3,7,8-
fecundidad,
Canada beluga TCDD
hermafroditismo
Disminucién en los niveles
Océano Pacifico Marsopas | PCBs, DDE

de testosterona

1
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TABLA Il. Efectos disruptores en mamiferos terrestres y acuaticos

. CONTAMINANTE
EFECTO LOCALIZACION ESPECIE
ASOCIADO

Mar Baltico, Alemania,
Lesiones en el crineo Focas DDT/DDE, PCBs

Mar Wadden
Estenosis uterina’, DDE, PCBs,

Mar Baltico Focas
oclusiones metilsulfonas
Incremento en la proporcion -
de lesiones e infecciones, Nutria

Dinamarca PCBs
disminucion en los niveles de europea
retinol hepatico
Bajos niveles de vitamina Ay

Holanda, Mar Wadden | Focas PCBs
hormonas tiroideas
Lesiones en ¢l craneo

Mar Baltico Focas PCBs, DDT/DDE
(osteoporosis)
Hiperplasia adenocortical® | Mar Baltico Focas PCBs

E.U.A., Océano

op’-DDE, pp'-DDE, op'-
Muerte en masa Atlantico, Mar Delfines
DDT, PCBs
Mediterraneo
Ballenas
Desordenes patologicos Canada Organoclorados
beluga

® Obstruccion de la luz del cuello uterino
Es una funcién anormal de las glandulas suprarrenales de tipo congénito que condiciona excesiva
produccién de hormonas androgénicas

TN T ‘;‘\":ﬁ\
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'3.2.4 Acciones en el ambito nacional e internacional

3.2.4.1 Acciones internacionales

Los cientificos aseguran que existe una gran cantidad de sustancias quirriicascapaces
de interactuar en nuestro organismo. La magnitud del problema es incierta, por lo que el
analisis de disruptores es de suma importancia debido a su continua presenc:la en desechos

industriales y aguas naturales.

La amenaza de dano hacia la salud reproductiva del ser humano y el 1mpacto en la
salud y reproduccion de la fauna como resultado de la exposicion a: sustancms dlswptoras
en la dieta y el ambiente es un tema que poco a poco ha tomado mayor mteres Durante los
ultimos anos, se han realizado gran cantidad de estudios, y hay evidencia concluyente de

que se ha afectado a la fauna y al ser humano.

Numerosas organizaciones han publicado listas de posibles agentes disruptores, entre
ellas, se encuentran por sélo mencionar algunas:

La Comisién Europea

A4

» El Parlamento Europeo

> La Agencia de Protecci6én al Ambiente de’E.U.A. (EPA)

> El Programa para el Ambiente de las Naciohes Unidas (UNEP)

» La Organizacion para la Cooperacion y Desatrollo Econémico (OECD)

> La Comisién de la Convencién para la Proteccién del Ambiente Marino en el
Atlantico Noreste (OSPAR) ‘ |

%> La Agencia Europea para el Ambiente

» Organizaciones no gubernamentales

# Industria quimica

22
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Con base en todos estos estudios, se ha decidido llevar a cabo una investigacién mas - -

profunda sobre tales listas con el fin de determinar. b evaluar la conflablhclad en el criterio

de seleccion usado para establecerlas, a la vez que se lncluya mformacnﬁn de las fuentes,
usos de dichas sustancias y las rutas por las cuales’ puedcn estar,expues_tos,el ser humano y

los animales.

La tabla que se muestra a continuacién en uno de los primeros frutos de este trabajo,
realizado por la Comisién Europea e incluye 66 pesticidas, biocidas y quimicos de uso
industrial (tabla IIT) [19]:

TABLA Ill. Compuestos con posible actividad disruptora bajo investigacion
por la Comunidad Europea (Riesgo por exposicién)

PESTICIDAS
Clordano Alto Metam Natrium Alto
Clordano (cis y trans) Alto Tiram Alto
Kepona Alro Lindano Alro
Mirex Alro Linuron Alto
Toxafeno Alto Atrazina Alro
DDT Alto Acetoclor Alto
p.p-DDT Alto Alaclor Alro
Tetracloro DDT Alto Trifenilestano Alto
Vinclozolina Alto Nitrofen Medio
Maneb Alto

QUIMICOS DE USO INDUSTRIAL

Estireno Alto Aroclor 1260 Alto
Butilbencil ftalato Alro Bifenil éteres polibromados Alto
Di(2-etil hexil) ftalato Alro 1,2,3,7.8 Pentaclorobenzodioxina Alto

Tk‘([ {’ {‘{"'T\"‘"“”"]
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TABLA I, Continuacion

QUIMICOS DE USO INDUSTRIAL

Di-n-butil fralato Alto| 2.37,8 Tetraclorobenzo-p-dioxina | Alto
Bisfenol A Alto | 1,2,3,7.8 Pentabromodibenzofurano Alto
PCB Alto 3,4-Dicloroanilina Alto
PCB153 Alro Resorcinol Alto
PCB 169 Alto Amitrol Medio
PCB 47 Alto 4-tert-octilfenol Medio
PCB77 Alro Nonilfenol Medio
Aroclor 1242 Alto Tetrabutilestano (TTBT) Bajo
Aroclor 1248 Alro 4-Nitrotolueno Bajo
Aroclor 1254 Alto
BIOCIDAS
Hexaclorobenceno Alto Estanano, tributil(1-oxo-9- Alto
octadecenil)
Tributilestano Alto | Estanano, tributil 1,2,3,4,4% 41,5,6,1 Alto
Compuestos de tributilestano Alto  Estanano, tributilfluoro Alto
Oxido de tributilestano Alro Tributil[(2-metil-1-oxo-2- Alto
propenil)oxiJestanano
Estanano, tributilmetacrilato Alto Tributilestano carboxilato Alto
Metoxietilacrilato tributilestano | Aleo Tributilestano naftalato Alto
(copolimero)
Fenol,2-[(tributilstanil)oxi]carbonil | Alto Tributilestano polietoxilato Alto
Estanano, 1,2-fenilenbis(carboniloxi) | Alto Tri-n-propilestano (TPrT) Alto
Estanano, tributil Alto Fentin acetato Alto
Estanano, tributil-, Alto
mononaltenoiloxi)
TRSIS C
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3.2.4.2 Acciones en el ambito nacional. La Norma Oficial Mexicana

Como ya se habia mencionado anteriormente, en México el grueso de la investigacién
se enfoca sobre el estudio de tratamiento de aguas y sobre métodos para la eliminacién de.
microorganismos y contaminantes globales como materia orgénica. La informaci6n es muy -

general en lo referente a la contaminacién por sustancias quimicas.

La legislacion en materia de agua, ya sea potable o residual, aﬁn es n‘luy?ax‘inbigua. La
NOM-001-ECOL-1996, que establece los limites miximos permisibles de contaminantes en
las descargas de aguas residuales en aguas y bienes nacionales’ [20], lo demuestra con el
hecho de que a pesar de haber zonas como el Valle del Mezquital donde se reusa el agua
residual para riego desde hace mas de un siglo, sélo se establecen limites para
contaminantes como cianuros, arsénico, cadmio, cobre, cromo, mercurio, niquel, plomo y

zinc. En lo referente a compuestos quimicos especificos, no se establecen limites,

En lo referente al agua potable, la NOM-127-SSA1-1994 (Salud ambiental, agua para uso
y consumo humano- Limites permisibles de calidad y tratamientos a que debe someterse el

agua para su potabilizaciéon [21]) establece los siguientes limites de caracteristicas

quimicas® (tabla IV).

’ Los bienes nacionales, son aquellos cuya administracién esta a cargo de la Comisién Nacional
gel Agua como es el caso del DR-03.

Aquellas debidas a elementos o compuestos quimicos, que como resultado de investigacion
cientifica se ha comprobado que pueden causar efectos nocivos a la salud humana.
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TABLA V. Limites permisibles de caracteristicas quimicas en agua para

consumo humano (NOM-127-SSA1-1994)

CARACTERISTICA LIMITE PERMISIBLE

(mg/L)
Aluminio 0.20
Arsénico 0.05
Bario 0.70
Cadmio 0.005
Cianuros (como CN") 0.07
Cloro residual libre 0.2-1.50
Cloruros (como CI') 250.00
Cobre 2.00
Cromo total 0.05
Dureza total { como CaCQOj3) 500.00
Fenoles o compuestos fendlicos 0.001
Hierro 0.30
Fluoruros (como FF) 1.50
Manganeso 0.15
Mercurio 0.001
Nitratos (como N) 10.00
Nitritos ( como N) 0.05
Nitrégeno amoniacal (como N) 0.50
pH 6.8-8.5
Plaguicidas en pg/L: Aldrin y dieldrin (separados o 0.03
combinados)
Clordano (total de isémeros) 0.30
DDT (total de isémeros) 1.00
y-HCH (lindano) 2.00
Hexaclorobenceno 0.01

| 2
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TABLA IV. Continuacion

Heptacloro y epoxido de heptacloro 0.03
Metoxicloro 20.00
2,4-D 50.00
Plomo 0.025
Sodio 200.00
Solidos disueltos totales 1000.00
Sulfatos (como SO,*) 400.00
Sustancias activas al azul de metileno 0.50
Trihalometanos totales 0.20
Zinc 5.00

De las sustancias quimicas enumeradas, aparecen varias que se consideran disruptores
endocrinos: Compuestos fenélicos (alquilfenoles), aldrin, dieldrin, clordano, DDT, lindano,

hexaclorobenceno, etc.

Esta ultima norma, es aplicable al agua proveniente del acuifero, ya que como se
mencion6 anteriormente, alrededor de un 17% se destina para uso doméstico [6- 9]. Cabe
recalcar que de estudios previos realizados en el DR-03, un monitoreo completo de
compuestos organicos reporté la presencia de compuestos aromdticos como
alquilbencenos, derivados del naftaleno y alquilfenoles, destacahdo entre estos los
nonilfenoles en concentraciones aproximadas de 0.031 mg/L, niveles que sobrepasan las

especificaciones de la norma y que ademds, son potenciales agentes disruptores.
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3.3 Alquilfenoles

Los nonilfenoles (conocidos también como NP por sus siglas en inglés) se derivan
principalmente de_los alquilfenoles.. poligtbxﬂados, (APEOs), uno de los grupos de
surfactantes no i6nicos de mayor prodUééiéh comercial cuyo uso se introdujo en los anos
de 1940s. Es una sustancia quimica que se rprdduce en gran volumen a nivel mundial con
mas de 1000 toneladas por ano, de las cuales aproximadamente el 80% corresponde a
nonilfenoles y el 20% restante a octilfenoles. La degradacién de estas sustancias durante el
tratamiento de aguas residuales por medio de lodos activados produce derivados mono o

dietoxilados que son degradados posteriormente a alquilfenoles [22-23].

Tanto los octil como los nonilfenoles son ampliamente utilizados para la fabricacién de
detergentes, emulsificantes, agentes humectantes y dispersantes en pinturas, antioxidantes
de plasticos, pesticidas, y como agente estabilizador del cloruro de polivinilo (PVC).
También se emplean como aditivos en aceites lubricantes, y como espermicidas en espumas
anticonceptivas. Ademas, se ha demostrado que se liberan de productos de poliestireno y

PVC.

Las principales rutas de exposicién a los nonilfenoles son por contacto directo de la -
sustancia liberada a partir de productos- de PVC y poliestireno como.ya ‘se habia
mencionado previamente y a través de alimentos contaminados. En el ambiente; se
encuentran principalmente en;s'édiineﬁtbs'. Los nonilfenoles no se acumulan en el

organismo del ser humano [24].

La capacidad disruptora de esta sustancia, como la de muchas otras antropogénicas,
fue descubierta accidentalmente cuando se estudiaban los efectos de estrégenos naturales,
al realizar los experimentos en material de pléstico [16]. Estudios posteriores dieron cuenta
de la relacion estructura actividad, de manera que para ser activos, los alquilfenoles deben

poseer las siguientes caracteristicas [19]:
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v La cadena alquilica debe poseer-al menos tres atomos de carbono-y no poseer
enlaces carbono- oxigeno. ‘

v’ Elanillo bencénico debe estar para- sustltmdo

Los nonilfenocles y en menor proporcion los octilfenoles son liberados al ambiente a
través de la degradacion de los alquilfenoles etoxilados, pero a pesar de ser. biodegradables,
se han llegado a encontrar en agua, sedimentos y animales, de maneré que representan un
riesgo para los seres vivos. Los NP han demostrado unirse a receptores estrogénicos,
induciendo la actividad mit6tica en utero de rata, incrementando el peso uterino en ratas y
ratones y acelerando la apertura vaginal. El tratamiento con NP aplicado a machos en
desarrollo y adultos produce alteraciones en el tracto reproductivo: decremento en la masa

testicular y epididimal asi como disminucién en la cantidad de esperma [25].

3.4 Analisis de nonilfenoles

3.4.1 Métodos de analisis

Uno de los usos de aguas y lodos residuales que ha emdo mayor aceptac16n es como
fertilizante en agricultura. México no es'la excepc16n, y qué cuenta con’ la zona del Valle
del Mezquital que durante mas de un siglo ha n'rlgado los- cultivos con el agua residual
proveniente de la Zona Metropolitana de la Ciudad de Meéxico. El proceso de infiltracién
ha provocado el desarrollo de acuiferos que son 1a prin’éipal fuente de abastecimiento de
agua para uso publico- urbano y doméstico, entre otros. Por su mismo origen y por la
presencia de contaminantes toxicos y persistentes, se han generado diversos

cuestionamientos acerca de esta aplicacion.

El espectro de contaminantes orgénicos antropogénicos que estdn presentes en el agua

es muy amplio y cambia constantemente dependiendo de muchos factores. Entre estos
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contaminantes se encuentran los nonilfenoles; cuyas caracteristicas y aplicaciones se han

menc1onado anterlormente Debldo al r1esgo que representan y a los bajos niveles en los que -

se encuentran en el medio amb1ente se- ha requerldo de métodos altamente sensibles para
su detelmmn(:l()n y cuant_1f1cac16n ademés de la. necesidad previa de emplear

procedimientos de preparacién de muestras.

La siguiente tabla presenta de manera muy general algunas de las técnicas empleadas en

los ultimos ocho anos para el anilisis de fenoles (tabla V).

TABLA V. Condiciones experimentales para la determinacion de fenoles en

muestras ambientales

] PREPARACION DE
COMPUESTO TECNICA REFERENCIA
MUESTRA
Microextraccion en fase sélida
GC-FID, Columna DB-5
Fenoles (MEFS) Bartak [26]
(30m * 0.53mm * 1.5 pm) .
PA (85um), PDMS (IOOurn) '
MEFS e VT e
GC-MS, Col. HP-5 MS S
Clorofenoles CW-DVB,PDMS-DVB © \/Io‘e'dt:r, [27]
o (30m * 0.25mm * 1.5 um) s T
(65pum) P
GC-FID, GC-MS, Col. S :
Cloroy MEFS el
) PTE-5 : ...~ -] Buchholz [28]
Nitrofenoles PDMS (100pum), PA-(95um)- - |+ o5 :
(30m * 0.25mm * 1.5 um) I :
LC-ESI-MS, Col. B : .
Fenoles . Extraccién MeOH/ CH,CL 7/3( . = =
LiChrospher 100 RP-18 : Petrovic [29]
etoxilados viv . e
(25cm * 4mmn * 5 um)
HPLC-MS, Col. M ; :
Nonilfenoles ' ol. MS Pak S S
] GF-310 4D (filtra. en gel) { Extraccién: =~ Ferguson [30]
etoxilados : »,
(15cm * 4.6mm)
HPLC-UV, Col. . et :
. . ‘Extraccion en fase solida : :
Alquilfenoles | LiChrospher 100 RP-18 (EES) Kvistad [31]
(25cm * 4mm, 5um) o
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TABLA V. Continuacién

Alquxlfenoles ,

THPLC-GV, Col.
- | LiChrosorb-NH, (25cm *

Extrag:ciéh lig-liq

Derivatizacion con N,O-
_ G2 4.6mm) bis(trimetilsililrif Rudel [32]
roxiladc trimetilsilii)tritluoro-
etoxilados |2 1 colpBse2s | P
e e acetamida (BSTFA)
(30m * 0.25mm, 0.25um)
Extraccion lig-liq, EFS,
GC-MS, Col. HP-5-MS | Derivatizacion con N-metil- o
- Fenoles R Mol [33]
: (30m * 0.25mm, 0.25um) | N-(tert.-butildimetiltrifluoro - ’
acetamida) (MTBSTFA)
GC-MS, Col. DB-35 MS Extraccion lig-liq, SO
Alquilfenoles Ea Helaleh [34] -
(30m * 0.25mm, 0.25um) | derivatizacion con BSTFA SR b
Nonilfenoles | LC-ESI-MS, Col. Shodex R
etoxilados | MSpack GF-310 2D Takino [35]
(oligomeros) (15cm * 2.1mm, 5pm) ‘ o
LC-ED, Col. Capcell pak S
Fenoles UG 120 Cjg (15cm * EFS Irioue [36]
4.6mm) B
Alquilfenoles ,
4 Varias (revisién) Hoffman [37]
etoxilados
Bruzzoniti [38],
Fenoles Clement [39],

Varias (revision)

Castillo [40]

Como se ha observado, la mayoria de los trabajos emplean la éxtré;cc;ién liquido- liquido

como método de preparacién de muestra; sin embargo, la situacién actual en materia de

contaminacién ha marcado una fuerte tendencia hacia el empleo de tecnologias cuya

emisién de contaminantes sea baja o nula [41]. Entre estas destaca la microextraccién en
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fase solida (MEFS o SPME por sus 51glas en mglés) que se caractenza por ser un- método

rapido, simple y senSIble para el pretratamiento de muestras

3.5 Microextraccion en fase sélida

La microextraccion en fase solida (MEFS) presenta muchas ventajas sobre los métodos
analiticos tradicionales ya que combina el muestreo, pre- concentracién y la transferencia

de los analitos a un instrumento de analisis.

3.5.1 Principios basicos

El proceso de MEFS consta de dos pasos: el reparto de los anélitbs ‘entre el
recubrimiento y la matriz de la muestra, segmda por Ia desorcxon del extracto concentrado

dentro del instrumento.

El transporte de 1os anahtos desde la matnz de -la: muestra hasta el recubmmento
comienza desde el momento en que ambos se ponen en contacto (Elgura 4) El proceso se
considera completo cuando 1 concentrac16n del analito ha alcanzado el equilibrio de
distribucién entre las dos fases. Esto 51gmf1ca que una vez que se ha llegado al. equﬂlbno la
cantidad extraida se mantiene constante; mdependlentemente de ‘un: incremento en el

tiempo de exposicién [42- 43].-
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Figura 4. Proceso de extraccién por MEFS (modo directo)

Las condiciones de equilibrio vienen dadas por la siguiente férmula:

Kfs VIVsCo

n=
KfsVf+Vs

Donde n es el nimero de moles de analito extraidas por el recubrimiento, Kis es la
constante de distribucién recubrimiento/ matriz de muestra, Vi es el volumen de

recubrimiento de la fibra, Vs es el volumen de muestra, y Co es la concentracié6n inicial del
analito en la muestra.
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Estrictamente hablando, la formula se limita a un equilibrio de reparto que involucra
recubrimientos de fibra liquidos. El andlisis para adsorbentes s6lidos es analogo, ya que el
area superficial disponible para la adsorcion es proporcional al volumen de recubrimiento

si se asume porosidad constante en el adsorbente [43].

..La. MEFS pemute reahzar extraccmnes por tres. formas extraccxon directa, “headspace”

o extracmén al esp ”c1o de Ia cabeza y con membrana (corno se ﬂustran en la figura 5).

Membrana

1/

NN

Reculnimiento Muestra Recubrimiento Muestia

Figura 5. Modos de extraccion por MEFS: a) Extracciéon directa,
b) “Headspace”, c) Membrana

En el primero (Fig, 5a), la fibra se introduce directamente en la muestra. Para facilitar la
extraccion, se requiere de agitacion para el transporte de los analitos desde la soluciqh
hasta la vecindad de la fibra. En Ia extraccion por “Headspace™ (Figura 5b), . los analitbs k
necesitan ser transportados a través del aire para que puedan alcanzar el recubnrruento De E

esta forma, se protege la fibra de la acci6n de sustancias de alto peso rnolecu>

interferencias no volatiles presentes en la muestra. En la figura 5c la fibra, proteglda por
una membrana, se introduce en la muestra de forma que se encuentra proteglda de solidos

presentes en la solucién que puedan danar el recubrmuento

La eleccion del modo de extraccion influye de manera significativa en la cinética del

proceso. En la extraccién por “headspace”, los analitos primeramente son removidos de la
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fase vapor, seguido por la extraccién de aquellos presentes en‘la-matriz de la muestra (de

menor volatilidad), Por tanto, los analitos volatiles se extraen mds rdpido que los

semivoldtiles, ya que se encuentran en mayor concentracién en la fase vapor, lo que
contribuye a una mayor velocidad de transporte de masa-a- través .del medxo La
temperatura también juega un papel importante en la cinética de extracc:lén ya que

determina la presion de vapor de los analitos..

El modo de extraccién con membrana tlene como Emahdad proteger ala flbra de danos

cuando se anahzan muestras muy suc1as

3.5.2 Recubrimientos

Como se mostré en la ecuacion, la eficiencia del proceso de extraccién depende de la
constante de distribucién Kfs, parametro que indica las propiedades del recubrimiento y su
selectividad hacia determinado analito contra otros componentes de la matriz. De esta
forma se han desarrollado varios recubrimientos para una.amplia gama de aplicaciones.

Comercialmente se tienen las siguientes opciones [44]:

Polidimetilsiloxano (PDMS)

Polidimetilsiloxano/ Divinilbenceno (PDMS-DVB)
Carbowax/ Divinilbenceno (CW-DVB)
Poliacrilato (PA)

Carboxen/ Polidimetilsiloxano (Carboxen- PDMS)
Divinilbenceno/ Carboxen (DVB- Carboxen)
Carbowax/ Resina Templada (CW-TPR)

A N N N N RN
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La naturaleza quimxca del anahto determina el tipo-de recubru‘mento a: emplear

apllcando la,reglalde “lo sumlar atrae alo similar”. Ast, las fibras poco polaues como PDMS

se empleany para la extracc16n de compuestos poco polares en camb10 flbras polares como

PA o CW- DVB se: utlllzan para la extraccién de anahtos polares

=La pnmera versn&n comercial de este. dlsposmvo fue mtroduc1da por. Supelco en el afio
de 1993 y @ partir de esta fecha se ha empleado para un smntxmero de aplicaciones por las
venta]as que ofrece: no: emplea chsolventes ve10c1clad de extraccxén posibilidad ‘de

automatizacién y acoplamiento con instrumentos analiticos.

3.5.3 Aplicaciones

Otra caracteristica importante de la rrucroexl:raccxén en. fase séhda y que. ha perrmtldo
su empleo en diferentes campos es la p051b111dacl de anahzar muestras en macrlces liqu1das

solidas o gaseosas:

* Ambiental: Amphamente unhzada para la determmacmn de contaminantes
prioritarios en agua, aire, sedunentos y suelos como los pertenecientes a los
grupos BTEX (benceno tolueno etﬂbenceno y xdenos) PAHs (hidrocarburos
aromadticos polinucleares), PCBs, (blfemlos policlorados), pesticidas, herbicidas, -
etc. v

e Alimentos: Para la caracterizacién de compuestos responsables del aroma o
sabor, contaminacién por disolventes orgénicos, etc. ’

e Farmacéutica: Determinacién de contaminantes volatiles (disolventes); etc.

¢ Clinicay forense: Es de gran utilidad por la facilidad de transporte hasta el sitio
de muestreo y su posterior analisis, andlisis de alcohol y drogas en fluidos

biologicos, etc.
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‘El” carnpo de” aphcacxén de Ia MEFS estﬁ lmutado a’ la dlspo blld dy de los -

instrumentos necesarios y pnncxpalmente a Ios 1ecubrumentos dlspombl

a medida que se vayan desarrollando nuevas fases se podran amphar los horlzontes de‘

investigacioén con esta técmca
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IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Disenar la metodologia analitica basada en la Microextracion en Fase S6lida para la
determinaci6n de Nonilfenoles en agua y su posterior aplicacion en el analisis del acuifero

del Distrito de Riego Tula (DR-03) en el Valle del Mezquital, Hidalgo.

4.2 Objetivos especificos

e Establecer el procedimiento de andlisis por Cromatografia de Gases-
Espectrometria de-‘Masas para la determinacién de Nonilfenoles en agua.

¢ Evaluar los parametros que afectan el proceso de microextraccién en fase solida de
Nonilfenoles y determinar las condiciones 6ptimas de extraccién que permitan
mejorar la sensibilidad del método cromatogrifico en conjunto.

o Evaluar la linealidad, repetibilidad y limite de deteccién del método propuesto para
su posterior aplicacion en el analisis de muestras.

e Aplicar el método desarrollado para la determinacién y cuantificacién de
Nonilfenoles en el agua del DR-03 por el peligro que representan como potenciales
agentes disruptores y por su valor potencial como indicador o trazador en el

sisterna de recarga del acuifero por el riego con agua residual.
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V. DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.1 Materiales y equipo

5.1.1 Reactivos y estandares

Metanol, grado HPLC (J.T. Baker, Xalostoc, Edo. de Mex., México)

Nonilfenol, mezcla de isémeros (CHEM SERVICE, West Chester, PA, USA)
Alcohol Bencilico 100% puro (Sigma, St. Louis, MO, USA)

Cloruro de sodio , reactivo ACSy Acido clorhidrico 38% (J.T. Baker, Xalostoc, Edo.

de Mex., México)
Detergente Extran MA 03 (EM Science, Gibbstown, NJ, USA)

5.1.2 Material

Fibra para MEFS con recubrimiento de Polidhﬁel;ilsiloxano (PDMS, 100um),
Polidimetilsiloxano/ Divinilbenéehb o (PDMS ‘DVB 65um),  Carbowax/
Divinilbenceno (CW-DVB, 65p.m) Pohacnlato (PA 85 um) (Supelco, Bellefont:e

PA, USA).
Frascos émbar con tapa de baquehta y sello de sxhcén— teflOn (70mL)

c1enceware Bel —Art Products;

Barras magnéticas Spinbar: 25 _x, 8 mm- (¢
Pequannock, NJ, USA) | : :
Parrilla de agitacién y calentarmento MIRAKT\l (Thermolyne Dubuque, IA, USA)
Balanza analitica H54 AR (Mettler, Zurlch, Switzerland)

TS COF 1 e
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* Estufa110°C (J M. Ortega)

5.1.3 Instrumentacién

* Cromatografo de gases HP 5890 acoplado a un detector de ionizacion de flama e
inyector split/ splitless (Hewlett Packard, Avondalé,USA) ;
v" Columna: CP SIL 8CB (5% fenil metilsilicén) de 30m*0.25mmD.I, 0.25 pm
de espesor de pelicula (Chrompack, Middelburg, The Netherlands)
v Registro y procesamiento de datos: TURBOCHROM (Perkin Elmer, PE
Nelson Division, San Jose, CA, USA)

*» Cromatégrafo de gases HP 5890 acoplado a detector selectivo de masas HP 5971
(Hewlett Packard, Avondale, USA) s

v Columna Zebron ZB-5 (5% fenil metilsilicén) de 30 m * 0. 25 mm D I O 25 pm

de espesor de pelicula (Phenomenex, Torrance, CA USA) » :

v Registro y procesamiento de datos: CHEM DATA (Hewlett Packard)

5.2 Método
5.2.1 Eleccidn del analito
El problema de contarninacién del medio ambiente ha tomado nuevas vertientes a

raiz del descubrimiento de especies animales con problemas de desarrollo o reproduccién

debido a alteraciones en su sistema endocrino por efecto de sustancias quimicas. La

| me CON
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presencia de estos compuestos es con51c1erable en el agua al ser ernpleada como mecho para

la ehmmacufm de des” ch mdustrlales entre otros.

Como se--mencioné - anteriormente; el ! Valle clel 'Mezquital es una 2zona

predominantemente agricola y emplea para r;egq,el agua‘ residual sin tratamiento

proveniente de la ZMCM, que a su vez ha provocadc

desarrollo del acuifero de la region.

La filtracién del agua a través del suelo por el riego de los cultivos tiene un efecto

purificador sobre el agua, sin embargo no es garantia de que se encuentre completamente

libre de contarninantes, especialmente de carﬁcter quimlco

Ciertas sustancias que se encuentran en el agua residual pueden ser empleadas como
indicadores en el sistema de recarga del acuifero y adquieren mucho mayor importancia si
éstas poseen efecto disruptor. Tal es el caso de los Nonilfenoles los cuales a pesar de ser
compuestos poco solubles en agua (solubles en benceno, disolventes clorados y alcoholes
alifaticos), se han detectado de manera consistente en estudios previos realizados sobre el
acuifero en concentraciones de 31 pg/L [2] motivo por el cual, con base en la informacién
derivada de este estudio, se busca el desarrollo de un método para determinarlos de manera

cualitativa y cuantitativa.

5.2.2 Condiciones cromatograficas

Se estableci6é un programa de temperatura en las siguientes condiciones: temperatura
inicial de 40 °C durante 4 minutos, rampa de temperatura de 10°C/ min, temperatura final
280 °C durante 10 minutos, con inyeccién en modo split. Con este programa se analizaron
muestras cel estandar de nonilfenoles (NF), para observar el perfil de estos compuestos y
determinar el tiempo de retencién. De esta forma, conociendo su comportamiento, se

procedi6 al analisis por MEFS.

TE‘}J ‘2 (‘(\
BALLA T




DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.2.3 Preparacion de muestra para microextraccion en fase sélida.

Los experimentos realizados para optimizar las condiciones de extraccion se llevaron a
cabo en un cromatografo de gases con detector de ionizacién de flama, empleando una
solucién de estandar de nonilfenioles en agua a una concentracion de 20 ug/L,. De-esta
solucion se tomaron 50 mL y se colocaron en un frasco de vidrio émbar de 70 mL de
capacidad con tapa de rosca de baquelita y septum de silicon- teflon, sellados con cinta de
teflon. El frasco con la solucién se introdujo en un bano de agua a la temperatura en
estudio, con una velocidad de agitacion de 150 rpm durante cinco minutos después de los
cuales se introdujo la fibra correspondiente para realizar la extraccion. Terminado el
tiempo, la fibra se desorbi6 en el inyector del cromatégrafo a una temperatura de 280 °C
durante 15 minutos. El parametro empleado para medir la respuesta del analito fue el srea
del pico, que en el caso de los nonilfenoles, al tratarse de un conjunto de isémeros que
proporcionan un grupo de senales en el cromatoégrafo, se consideraron siempre aquellas que
proporcionaran una respuesta estable, incluidas en un mismo intervalo de tiempos de

retencién.

Se evaluaron diferentes tipos de fibras para seleccionar aquéua que proporcionara una
mejor extraccién por inmersion directa, las cuales se acondicion’ardh previamente a 250°C
(PDMS y CW/DVB), 260 °C (PDMS-DVB) y 300 °C (PA) durante el tiempo necesario para

obtener un blanco. A su vez, se estudi6 el efecto de diferentes variables sobre la extraccion:

a) Temperatura de extraccion: Se evalu6 el efecto de tres diferentes temperaturas del
bafio de agua en el cual est4 inmersa la soluciéﬁ cibura?'n‘teT Ia extraccion: temperatura
ambiente (T.A.), 45 y 60°C. En la flgura 6 se esquernat:lza el dispositivo ocupado

para realizar las extracciones.

b) Condiciones de pH y fuerza i6nica de ld“s’ol"ucién: Se estudiaron diferentes
condiciones de pH y presencia de sales en la solucién estindar para evaluar su

efecto en el proceso de extraccion con fibra. Para el caso del pH, se trabajé en dos
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diferentes condiciones: pH 5, empleando una'solﬁciéh:‘c’ite;;’l;idd; clorhidrlcoall%

para el ajuste de la solucién y con solucién estandar sin x@gdificécrirélﬁien supH.Asu -

vez, se trabajo a diferente concentracion de NaCl: 0%y 5% piv.

Figura 6. Esquema del sistema empleado para realizar el proceso de
extraccion por MEFS

¢) Tipo de fibra: Después de los estudios realizados sobre las caracteristicas de la
solucion, se procedi6 a la evaluacién de los diferentes recubrimientos en las

condiciones establecidas como 6ptimas para la extraccién: muestras simples
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(sin modificacién en su comp031c16n) a una temperatura de 45 "C Los
: recubrnmentos evaluados fueron PDMS PDMS DVB PAyCW—DVB

d) Perfil de extraccién: Ya seleccionado el tipo de fibra a emplear, se determin6 el

perfil de tiempo de extraccion de la siguiente forma: Se realizaron extracciones

de la solucién estandar durante 15, 30, 45 y 60 minutos (cada extraccién por =

triplicado) y posteriormente se grafic6 la relacién de dreas (Analito/ Std.

Interno) en funcién de la relacion de concentraciones.

5.2.4 Seleccidn del estandar interno.

Se evaluaron diferentes compuestos para emplearlos como estandar internc’:

Octadecanol, octanol y alcohol bencilico.

5.2.5 Determinacion de la linealidad, repetibilidad y limite de deteccién

del método.

Los anilisis posteriores correspondientes a la evaluacion de los parimetros de
validacién y al analisis de las muestras, se realizaron por CG-EM en modo de Monitoreo
Selectivo de lones (SIM). La seleccién de los iones se realiz6 con base en el espectro de
fragmentaci6n de masas obtenido por inyeccién en modo scan de soluciones de estdndares
de Nonilfenoles y Alcohol bencilico. El programa de temperatura empleado fue:

temperatura inicial de 40 °C durante 4 minutos, rampa de temperatura de 20°C/ min,

? En este caso, el empleo del estandar interno es con la finalidad de compensar los errores que pueden darse
desde el proceso de preparacion de muestra hasta la inyeccion de ésta en el cromatdgrafo.

TROS CON | 46
I‘l./!":':j.ﬁ‘i,‘f\‘ 1.}.1': Ul‘i(\,fﬂl‘N

B ~




'DESARROLLO EXPERIMENTAL

ternperatura fmal 280 °C durante 10 mmutos con myecc16n en moclo ‘split (1 minuto), y

temperatura en Ia linea de transferencia de 280 C

a) - Repetibilidad: Se evalué al analizar- 50 mL de una solucion estandar de
Nonilfenoles (20 pg/L) adicionada de 40 pL de una solucién del estandar interno
(alcohol bencilico) a una concentracién de 500 pg/L (concentracion final de 0.416
Hg/L) bajo las condiciones 6ptimas ya establecidas. Se hizo la determinacién por
sextuplicado y los datos se analizaron estadisticamente para obtener el coeficiente

de variacion (%).

b) Linealidad: De acuerdo a los datos reportados en el trabajo que precede [2], donde
se encontraron Nonilfenoles a una concentracion de 31 pg/L, se determiné la
linealidad alrededor de este nivel: 10- 50 ug/L y a niveles inferiores desde 40 hasta
1000 ng/L. ‘

Los andlisis para la obtenciénvde este pardmetro se realizaron en tres. paftes
' d1v1dlendo en tres intervalos de concentracmn ‘40- 200 ng/L. 200 1000 ng/L (O 2-
L0 pg/L) y 10- 50 pg/L. Cada intervalo se trabajé baJo las mismas conchcmnes y se

analiz6 estadisticamente por regresion lineal.

c¢) Limite de deteccién: Se calculé considerandolo como la senal del blénéé mas tres
veces la desviacion estandar: s b ‘ :

LD -a+ 30

5.2.6 Analisis de muestras provenientes del Acuifero del Valle del

Mezquital. Aplicacién del método.

Ya establecidas las condiciones del método, se procedié al anilisis de muestras
obtenidas de dos manantiales localizados dentro del Distrito de Riego 03, especificamente

en los poblacos de Tezontepec de Aldama y Cerro Colorado.
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5.2.6.1 Muestreo .

De los dos puntos anteriores se realiz6 un sélo muestreo el dfa 2 de juho del 2002 Se -

tomaron muestras por triplicado (1 L), sumerg1€ndo cada frasco® enel ag‘ a. Una vez lleno

dentro del agua, se cerré el frasco.con- alummlo y con-su-tapa; para eV1t:a" ' que entraran
burbujas de aire. Cada recipiente fue ethuetado e introducido en una.bolsa‘de pléstlco y
colocado en recipientes con hielo para su transportacién hasta el laborato o‘ donde se
coloc6 en refrigeracion hasta el momento de su anilisis. ST P
Para tener un control de las muestras, se trabajé con tres tlpOS de blanco de
laboratorio, de travesia y de campo, empleando para todos ellos agua previamente
analizada, libre de nonilfenoles. El primero de ellos, se prepar6 en el laboratorio y
permanecié en refrigeracién hasta el momento de su anilisis. El blanco de travesia se
preparé en el laboratorio y fue transportado al campo junto con los demas recipientes para
toma de muestra y regresado junto con la muestras colectadas. El blanco de campo se tom6
antes que las muestras en cada punto seleccionado. Se emplearon frascos con las mismas

caracteristicas que los utilizados para las muestras.

El lavado del material empleado en el muestreo se realizé de la siguiente forma:
v Tallado con solucién jabonosa caliente de EXTRAN,

v" Enjuague con agua hasta que no exista formacion de espuma, =

v’ Secado enestufa a 105 °C por 60 minutos
v

Una vez frios, se taparon con aluminio y tapa de polipropileno.
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5.2.6.2. Analisis y cuantificacion de muestras

La preparacion de las muestras para su analisis se realiz6 conforme a los parametros

para Microextraccion en Fase Solida establecidos previamente. En primer lugar, se

? Para el muestreo se emplearon frascos de vidrio ambar de 1 litro de capacidad con tapa de poliprolileno.
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corrieron los cromatogramas para los blancos: con: mahdad de “asegurar que los’

resultados obtenidos correspondieran a las muestras enes le Posterlormente se hizo el

andlisis del agua de los manantiales para determinar la presencmy de nomlfenoles

Una vez que se comprob6 su identidad y considerando que la respuesta obtenida
correspondia a una concentracién cercana a los 100 ng/L, se procedi6 a un nuevo andlisis de
las muestras y a su cuantificacién, construyendo una curva de calibracién desde 40 hasta
200 ng/L. Graficando la relacién de dreas vs. la relacion de concentraciones (con respecto al
estdndar interno), se hizo un andlisis de regresion y posteriormente se calculs la

concentracién de nonilfencles presente en las muestras provenientes del DR-03.

mf; C@@
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VI. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS
6.1 Desarrollo del método

Con el programa de temperatura propuesto, se hicieron inyecciones de la solucién
estandar de Nonilfenoles (NF), con la finalidad de conocer el perfil de elucién y su tiempo

de retencion. El cromatograma obtenido se muestra en la figura 7.
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Figura 7. Cromatogramas de los analitos en estudio bajo las siguientes
condiciones: temperatura inicial de 40 °C durante 4 minutos, rampa de
temperatura de 10°C/ min, temperatura final 280 °C durante 10 minutos, con
inyeccién en modo split.

El estandar de Nonilfenoles se presenta comercialmente como una mezcla de isémeros,
por lo que el cromatograma muestra un conjunto de seniales que aparece entre los 19.5 y
20.1 minutos. Antes y después de este tiempo se observan picos més pequenos que no serdn”
considerados, ya q@e por su tamano pueden introducir error en las mediciones al

confundirse con el ruido de fondo.

TESIS CON
FALLA DT ORIGEN

i
PR

51

=




RESULTADOS

Una vez conocido el nempo de retencién del analito, se procedlo al estucho de los
principales pardmetros que mﬂuyen en el proceso de extraccion por MEFS: temperatura de
extraccion, tiempo de extraccion, pH, presencia de sales en la solucion, asi como el tipo de

recubrimiento de fibra a utilizar [42], los cuales se discuten a continuacién. -

6.1.1 Evaluacion de los parametros que afectan el proceso de

microextraccion en fase soélida.

En la optimizacién de las condiciones de extraccion se trabajé con una solucién
estandar de Nonilfenoles a una concentracion de 20 pg/L en las condiciones descritas en el

desarrollo experimental.

6.1.1.1 pH y presencia de sales en la solucién

Con base en los parametros trabajados en el estudio precedente [2] se t:rabajé bajo

diferentes condiciones de pH y concentracién de NaCl en la soluc16n est'andar Los valores'—

evaluados fueron pH 5 y 7, ajustando con una solucién de éc1do clorhidﬁ

concentraciones de NaCl en estudio fueron de 0% vy 5°/o p/v

determinaciones se realizaron con tres fibras diferentes: PDMS PDMS

valores de pH de las soluciones estandar de nonilfenoles sobre las qu

determinaciones de los parametros oscilan entre 7.1y 7.5 de. manera uandc
menciona un pH de trabajo de 7, corresponde a ésta soluc16n sm modLﬁcac dn en sus

propiedades.

UGS CON
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Es importante destacar qué'ef'pH de las muestras provenientes del Valle del 'jMezquital
. 'es muy semejante al de la solucxén de prueba. No sucede lo mismo con la’ concenmamén: -
salina sin embargp, las conchcmnes de trabajo establecu:las permiten hacer la estimacion del
comportamiento de las mismas, Este punto se discute con mayor profundldad en el

apartado 6.1.3.2 (Analisis y cuantificacién de muestras).

La figura 8 muestra graficamente la respuesta obtenida del analisis de la solucion
estandar sola, a pH 5, al 5% con NaCl y con variacién de ambas condiciones (pH 5 y NaCl
al 5%) con la fibra de PA. También se presenta una tabla donde se muestra la respuesta en

drea obtenida en cada determinaci6n.

Area NaGl 5%

Respuesta (area)

Sol. Estandar (pH
7, NaCi 0%)(p pH7, NaCi §% | pH 5, NaCl 0% NacCl 5%, pH §

Nonilfenoles 25321 22448 35057 29106

Figura 8. Respuesta en area obtenidos en un solo analisis por MEFS (PA)
de una solucién de NF (20 ppb) a diferentes concentraciones de sal y
diferentes valores de pH

Como se puede observar, la modificacion en la fuerza i6nica de la solucién no ejerce
influencia significativa en la extraccién con fibra en cambio, la disminucién del pH de la

solucion aumenta la cantidad de analito extraida. Fl nonilfenol al ser una molécula de
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cardcter dcido, no se eﬁcuénffa disociado, y cabria esperar que eyl'efecto favorable a la
extraccion se diera por. la chsmmumon en su solubilidad, y el consiguiente aumento en la
afinidad por Ia fase orgamca de 1a fibra. Sin embargo, por su valor de pKa (aproximado a-
10.3), la modificacion en_elr pH del medio no afecta sobre las propiedades del analito, sino
que tiene un efecto sobre las propiedades de la fase que requeririan de un estudio mas

extensivo para explicarse con detalle. =

Para las fibras de PDMS y PDMS-DVB, la variacién en la respuesta con las
modificaciones realizadas sobre la composicion de la solucion no fue tan notable como la
mostrada en la fibra de Poliacrilato y se observé que en el caso del recubrimiento de
Polidimetilsiloxano- Divinilbenceno; conforme se hacian mas anélisis con una misma fibra,
en los cromatogramas aparecian senales cada vez méas intensas de compuestos
pertenecientes a una serie hidrocarbonada. Con base a lo reportado en la literatura se
encontro el inconveniente de que las condiciones acidas del medio disminuyen el tiempo de

vida de ésta fibra por degradacion de la fase [45].

Ademis del problema que se presenta por la estabilidad del recubrimiento de PDMS-
VB en medio dcido, la modificacién en la fuerza iénica también tiene ciertas desventajas,
pues cuando se modifica la concentracién de sales en la solucién, no sélo se afecta la
solubilidad del analito de interés sino también la de otros compuestos orgénicos preséntes,
aumentando la cantidad de picos en los cromatogramas, que pueden llegar a interferirenla

determinacion.

Con base en lo anterior se concluyé que a pesar del mejoramiento en la extraccién
provocado por la influencia del pH, la respuesta en la extraccién a la solucién acuosa sin

adicién de sal o modificacion de pH es suficientermnente buena para realizar los an4lisis.
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6.1.1.2 Temperatura de extraccién

Se evalué el efecto de tres diferentes temperaturas de extraccién: temperatura ambiente ‘-

(T.A),45y60°C

Los primeros experimentos se realizaron con la fibra de Polidimetilsiloxano a una
temperatura de 60° C. Se observé que la respuesta obtenida era menos reproducible, lo que
fue un factor determinante para poner a prueba temperaturas de extraccién menores. De
esta forma, los andlisis posteriores con esta fibra y con las de PDMS-DVB y PA (cuyos

resultados se muestran en la figura 9) se realizaron a 45° C y a temperatura ambiente.

Comparando la respuesta a temperatura ambiente y a 45> C entre las tres fibras, se
observé que una mayor temperatura de extraccion favorece el reparto del analito entre la
solucioén y la fibra porque permite la rapida liberacion de éste de la matriz de la solucién sin

desplazar el equilibrio hacia la fase vapor.

Respuesta

Figura 9. Respuesta en area obtenidas en analisis por MEFS de
una solucién de NF (20 ppb) a diferentes temperaturas
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6.1.1.3 Tipo de fibra

Después de los estudios realizados sobre la composicién de la solucién y la temperatura

de extraccion, se procedi6 a la evaluacion de-los chferentes recubmmentos en -las ==

condiciones establecidas como Optimas para el proceso: ﬂsoylpc;_lér standar (sm

modificacién en su composicién) a una temperatura de 45° C.

Los cromatogramas que se presentan en la figura ‘IO(COJITCSiD"CV)ndeIVli a las evaluaciones
realizadas con las fibras de PDMS, PDMS-DVB y PA. La tabla incluye la respuesta en 4rea
para dichos cromatogramas. Como se observa, las fibras de PDMS-DVB y PA presentan
mejores extracciones. Los Nonilfenoles al tratarse de compuestos polares, presentan mayor
afinidad por la fibra polar (PA) sin embargo, la presencia de la cadena hidrocarbonada en
su estructura, le confieren cierto cardcter apolar que también los hace afines al

recubrimiento de PDMS-DVB que es de polaridad intermedia.

Debe apreciarse que a pesar de trabajar con agua pura, la fibra de Polidimetilsiloxano-
Divinilbenceno extrae de la matriz de la solucién una cierta cantidad ‘de compuestos
desconocidos en comparacion con la fibra de Poliacrilato y que al parecer pueden interferir
con la determinacién de los Nonilfenoles. No obstante, este tipo de interferencias se
pueden eliminar al realizar el andlisis por CG-EM por monitoreo selectivo de iones (SIM),
de manera que se realizaron nuevas determinaciones ocupando ahora un cromatégrafo de
gases HP 5890 acoplado a detector selectivo de masas HP 5971, con una columna 5% fenil

metilsilicon de las mismas caracteristicas que la anterior.
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Figura 10. Cromatogramas y respuesta en area obtenidos a partir de la
MEFS de una solucion de NF (20 ppb) con diferentes tipos de fibra

Los resultados de la figura 11 muestran que la mejor extracci6n se obtuvo con las fibras
de PA y PDMS-DVB ademis de que el analisis por SIM para los iones m/z 107, 121,135y 220
(la seleccion de los iones se detalla en el punto 5.1.2.1), permite eliminar parte de las
interferencias que se observaban en el analisis con detector de ionizacién de flama, como se
observa en los cromatogramas de la figura 12 donde se muestran los analisis realizados con
la fibra de PDMS-DVB, en CG-FID y CG-EM. En CG-FID, los nonilfenoles se observan a un
intervalo de 19.3- 19.5 min, mientras que en CG-EM, se observan cerca de los 14 minutos. La
diferencia en los tiempos de retencion.es debido a los programas de temperatura

empleados. En el punto 5.1.2.2 se exponen los cambios realizados.
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Figura 11. Respuesta en area obtenida al evaluar diferentes tipos
de fibras para la MEFS-CG-EM de una solucién de NF (20 ppb)
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b) MEFS-CG-EM de una solucién de NF (20

ppb) con fibra de PDMS-DVB

Figura 12. Cromatogramas obtenidos del analisis de NF (20 ppb) por: a)

MEFS-CG-FID, b) MEFS-CG-EM

(caracteristicas de las columnas descritas en la pagina 39)
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Finalmente se realizaron nuevas determinaciones, pero empleando fibras de PA,

PDMS-DVB y Carbowax- Divinilbenceno (CW-DVB) que es un recubrimiento de cardcter
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polar. La extraccién proporcioné resultados mds satisfactorios con las fibras de PA'y

PDMS-DVB en comparacién con la fibrade CW-DVB. - .

De esta forma, se observé que las fibras mis aproplaclas para reahzar la extracmén son

la de Polidimetilsiloxano- Divinilbenceno y la de Pohacrllato por ,lo que se procedlo a la

determinacion del tiempo de extraccién para ambas.

6.1.1.4 Tiempo de extraccion

La microextraccion en fase solida se considera que es completa cuando el analito ha
alcanzado el equilibrio de distribucién entre la matriz de la muestra y el recubrimiento de
la fibra, lo que significa que se ha alcanzado un tiempo después del cual la cantidad de
analito extraida permanece constante. Con el fin de conocer este parametro, se construyé el
perfil de tiempo de exposicién para la fibra de PDMS-DVB y PA. Las grificas de la figura 13

muestran los resultados obtenidos.

Como se observa, a los 60 minutos de extraccién no se alcanza el equilibrio del proceso.
Cuando se presenta este tipo de circunstancias donde el tiempo necesario para alcanzar el
equilibrio es muy largo, se tiene que establecer un tiempo de extraccién menor, teniendo un

control estricto sobre las condiciones.
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Figura 13. Perfil de tiempo de extraccion correspondiente a los
Nonilfenoles. MEFS con fibra de a) Polidimetilsiloxano- Divinilbenceno, b)
Poliacrilato

Con base en lo anterior, se establecié un tiempo de extraccién de 30 minutos bajo
condiciones controladas. Las graficas presentadas se construyeron con base en la respuesta
del analito con relacién al estandar interno seleccio’nado; de-manera que los posteriores
estudios involucran el empleo del alcohol bencilico con los fines que se exponen a detalle

en el siguiente punto.
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La determinacién de este ultlmo parémetro no- fue utll para’ hacer la selecc16n ‘entre

ambos recubrimientos, por lo que: se procedlo a realizar el anéllsls cle repetlblhdad de la

extraccion con fibra.

De esta forma, después de la evaluacién de los factores que influyen en el proceso de
extraccion por MEFS, las condiciones 6ptimas establecidas para realizar la extraccion son:
¥" Andlisis de soluciones sin modificar la fuerza i6nica ni el pH.
v - Extracciones por inmersion directa a una temperatura de 45° C.

v" MEEFS con recubrimiento de PDMS-DVB o PA.

6.1.2 Evaluacién de los parametros de repetibilidad, linealidad y limite

de deteccion del método.

Una parte integral del desarrollo de un método es la determinacion de su validez con
base en pardmetros como la precisién y la linealidad que a su vez determinan la
confiabilidad de la cuantificacién de los analitos. El estudio de dichos parametros para el
método en desarrollo se realizé6 por CG-EM en modo de Monitoreo Selectivo de Iones
(SIM), ya que mejora considerablemente la capacidad de detectar concentraciones bajas
(del orden de ng/L), al eliminar las interferencias por otros compuestos presentes en la

muestra y hacer mas selectiva la bisqueda del analito de interés.

La contaminacion por nonilfenoles encontrada en el acuifero delDRf03 es en el orden
de pg/L motivo por el cual, la evaluacién de los pardmetros antes mencionados debe
realizarse en estos niveles o inclusive, concentraciones menores que haran mas significativa
la influencia de los errores aleatorios del método. Una forma de tener un control para
compensar y/o al menos conocer estos posibles errores, es mediante el empleo de un

estdandar interno.
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6.1.2.1 Seleccion de lones para el modo SIM

Se realiz6 el analisis de los estindares en modo SCAN para determinar los iones a
emplear en el modo de Monitoreo Selectivo de lones. La figura 14-muestra-el-espectro-de -

masas (Impacto electrénico, I.E.) obtenido de la inyeccién de una solucién de Alcohol

bencilico en Metanol (520 pg/mL).

Abundance . 7a -
340000

Z8unoy : 108

E

74| 05
g Sl III il
iz U 702030 40 60 B0 70 80 90 100 110

Figura 14. MEFS-CG-EM de una solucion de A. Bencilico (520 ng/L)
(caracteristicas de la columna descritas en el desarrollo experimental)

De esta forma se seleccionaron los iones de mayor abundancia, algunos de los cuales se

describen a continuacion.

El i6n m/z 108 con una abundancia de 69%, corresponde al i6n molectilar del alcohol
bencilico. Los siguientes de mayor abundancia son m/z 91 (15%), originado por la pérdida
del grupo ~OH de la molécula y el pico base m/z 79 que es un fragmento derivado-de la

ruptura de la molécula de acuerdo al siguiente esquemna:
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CH2

m/z 108

OH

oH WH
-H- -CO

ey o8 —_—

m/z 107 m/z 79

Esquema 1. Fragmentacion del Alcohol bencilico por impacto

electroénico

El espectro de masas (L.E.) de la figura 15 se obtuvo del analisis de una solucién de

Nonilfenoles en Metanol (200 pug/mlL). El patrén de fragmentacién para dicho compuesto

se muestra en el esquema 2.
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Figura 15. MEFS-CG-EM de una solucion de Nonilfenoles (200 ng/mL)
(caracteristicas de la columna descritas en el desarrollo experimental)
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m/z 135 (100%)

m/z220 — , B R

(7.5%)
- C7His ’ m/iz 121 (55%)
N

- CsH17 ©/ © miz 107 (50%)
HO

S p—

Esquema 2. Posible fragmentacion de los Noniifenoles por impacto
electrénico de acuerdo al EM de la figura 14.

Los alquilfenoles producen un ién molecular, que en este caso para el Nonilfenol es el
ion de m/z 220, seguido por la fragmentacién de la cadena de carbonos. Es importante
destacar que los iones seleccionados para el analisis de Nonilfenoles no incluyen el i6n m/z
149, debido a que los fralatos, que generalmente encontramos como contaminacién en las

columnas, presentan una fragmentacién que proporciona iones de m/z del mismo valor,
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6.1.2.2 Seleccion del estandar interno

Se trabaj6 con una modificacién en el programa de temperatura, al cambiar la rampa de
20°C/min a 10°C/min. Esta modificacién no afecté la resolucién de los picos-de los-
Nonilfenoles y sin embargo, se hace un ahorro en tiempo y en el uso de Helio que se estd
empleando como gas acarreador. El cromatograma de la figura 16 corresponcde a un analisis

de NF a una concentracién de 200 ng/L con dicho programa de remperatura.

Aburdance

2400 Alcohol
2200 bencilico

2000 tr. 10,2
1800
1600 Honilfenoles
1400 tr.15.5- 16.0
1200
1000
800
600
400
200

Tine--»0 6.00 800 1000 1200 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 min

Figura 16. MEFS-CG-EM de una solucion de Nonilfenoles (200 ng/L)

Como se mencioné en el punto 512, con la adicion del estandar interno se buscé
compensar y conocer los posibles errores acumulados desde el proceso de preparacién de
muestra. Es sabido que el estandar interno a emplear debe tener la propiedad de no
interferir con los constituyentes de la muestra, de manera que simultdneamente a la:
seleccién de la fibra se realiz6 la busqueda del estandar interno entre tres posibles:
compuestos: octadecanol, octanol y alcohol bencilico, a una concentracién tal que su
respuesta en drea fuera semejante a la del pico mayoritario del grupo de senales de los

nonilfenoles.
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6.1.2.3 Repetibilidad del método.

La repetibilidad del método, definida como el grado . de:concordancia. entre
determinaciones independientes de soluciones con una concentracién conocida [46-47], se
evalu6 analizando soluciones de nonilfenoles, adicionadas de.un.volumen determinado- de

estdndar interno bajo las condiciones establecidas (tabla VII).

Las primeras pruebas se realizaron por MEFS-CG (FID) con una solucién estandar de
octadecanol a una concentracién final de 20 pg/L en 50 rﬁL de solucién estandar de
nonilfenoles (20 pg/L). De los resultados obtenidos se determiné la desviacion estandar y el
% C.V., obteniéndose un 4.7% con la fibra de PDMS-DVB y 9.8% con la fibra de
Poliacrilato. Anilisis posteriores con este mismo estandar presentaron problemas de
solubilidad del compuesto, por lo que se comenz6 la evaluacion del octanol. Nuevamente la
fibra de PDMS-DVB presenta un mejor coeficiente de variacion (3.0%) comparado con el
obtenido por extraccion con la fibra de PA (15.2%). Al analizar esta solucién por CG-EM,
se encontro que el blanco presentaba senales en el mismo tiempo de retencion del octanol.

TABLA VII. Respuesta (A, /A,; obtenida por MEFS-CG (FID) para la
seleccion del estandar interno

OCTANOL OCTADECANOL ALCO.HOL

BENCILICO

PDMS-DVB | PA | PDMS-DVB PA PDMS-DVB
1 9.17 4.49 11.26 9.58 7.75
2 9.79 4.90 10.51 9.51 6.84
3 9.22 3.17 11.70 8.82 7.61
4 9.76 4.54 11.48 10.69 7.48
5 9.67 3.70 10.62 11.61 7.06
o 0.29 0.64 0.52 0.99 0.38
C.V. (%) 3.00 15.23 4.68 9.83 5.22
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Como se observé en resultados anteriores, los coeficientes de variacién derivados de las
pruebas con la fibfa de fbMS—D\;B ﬂ;eron Véiéni’ficativamente mejores que con la fibra de
PA, por este motivo, la evaluacién del alcohol bencilico sélo se realizé con la fibra de
mediana polaridad con la cual se obtuvo un coeficiente de variacion de 5.22%. Este fue uno
de.. los..factores.. determinantes paraf_la; seleccioén_de la_ fibra de Polidimetilsiloxano-
Divinilbenceno, ademis de que en'la préctica, el tiempo de vida de la fibra de Poliacrilato es

menor.

6.1.2.4 Linealidad del método.

De acuerdo a los datos reportados en el trabajo previo [2], la concentracién de
nonilfenoles en el agua del acuifero es de aproximadarnente 31 pg/L, por lo ‘qué el primer
intervalo de linealidad que se estudio6 fue de 10 a 50 pg/L, empleando una concéhtracién de
AB de 416 pg/L. Considerando que la concentracion de NF en agua,podifia ',Seif,rﬁénor.

también se evalu6 el intervalo de 200 a 1000 ng/L (AB a 31 pg/L.) ( figura17). -

Las curvas se obtuvieron graficando la relacién de concentraciones (Re = Conenr/ Conc
ap) contra la relacién de dreas (Ra =Areanr/ Area,p). Cada intervalo de concentracién se
evalué por triplicado, obteniéndose un coeficiente de variacion maximo de 20.7%, al que
pueden atribuirse los bajos valores obtenidos para los coeficientes de determinacién sin
embargo, con las ecuaciones puede hacerse una estimacién de la concentracién de

nonilfenoles presentes en muestras reales.
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0.015 0.020

Alc. Bencilico Nonilfenol
[NF] pgiL (Area) __(Area) Ra Rc
0 0 0 0 0.000
0.2 73801 124388 1.69 | 0.006
0.4 71398 136650 1.91 0.013
0.6 63446 235044 3.70 | 0.019
0.8 66647 312327 469 | 0.026
1 71750 413309 576 | 0.032

Figura 17. Curva de linealidad para nonilfenoles de 0.2- 1.0 ug/L y 10- 50
1g/L empleando fibra de PDMS-DVB
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- 0.02 0.04 0.06 0.08
* 10-50 ug/L ]

Alc. Bencilico Nonilfenol
[NF] pg/L (Area) (Area) Ra Rc
0 0 0 0.00 0.00
10 685665 4571316 6.67 0.02
20 684057 6911031 10.10 0.05
30 680460 11845263 17.41 0.07
40 643055 13918939 21.65 0.10
50 667200 21915783 32.85 0.12

Figura 17. Continuacioén

6.1.2.5 Limite de deteccién del método.

Existen varias definiciones y métodos descritos en la literatura para determinar el limite
de deteccién, Una de las mads aceptadas se basa en el calculo de la desviacion estdndar de
varias determinaciones de una solucién de baja concentracién. Asi el limite de deteccion
(y) es la cantidad de analito que proporciona una senal igual a la senal del blanco yg, mas
tres veces la desviacion estandar del blanco, s [42, 48], de acuerdo con la férmula:

y-ys=3s
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Los datos necesarios se obtuvieron al construir una curva en el intervalo de 40 a 200

ng/L'°. El limite de deteccion se calculs de acverdo a las formulas que se indican en Ia tabla

VIII, obteniéndose un célculo de 70 ng/L.

Tabla VIIl. Formulas empleadas para el calculo del limite de deteccion del

método

Ordenada al origen

Desviacidon estandar del blanco

ys

Ss

Y = & (ordenada al origen)

SB = sﬂy
= 2 ]
Swy = {Si (i —y™)"/ (n - 2)}
donde: y* punto de regresion sobre la recta calculada
yi puntos experimentales
n numero de puntos de la recta (n = 5)

ys=a =0.3653

Swy= 0.3512

Calculo del limite de deteccion (y)

y=3Ss+Ys
y = 3(0.3512) + 0.3653
y =1.4189 (Ra)

Considerando que los valores de la grafica
corresponden a relacion de areas (Ra) y relacion de
concentraciones (Rc), de acuerdo a la curva: x = (y-
a)/b

x =(1.4189 — 0.3653) / 458.3400 = 0.0023 (Rc)
Si: Cur es la concentracion de Nonilfenoles y Cg es
la concentracién del estandar interno (29.12 pg/L)

Cne =Rc * Cy
Cnr =0.0023 * 29.12 = 0.0669 ng/L.
LD =66.9 ng/L (ppt)

' La ecuacion [x = (y-a)/b] obtenida para dicha grafica es: x = (1.4189 — 0.3653) / 458.3400.
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A pesar de que estadisticamente, el limite de deteccion se determin6 -en 70. ng/L,
ensayos posteriores realizados. han demostrado que se pueden llegar a detectar
concentraciones de 40 ng/L. El calculo estadistico implica considerar ademds del ruido de
fondo, la acumulacién de errores aleatorios durante todd,el proceso de andlisis de muestras,
Es por este motivo que se tom6 en cuenta otra definicién para un nuevo caleulo del limite
de deteccion que consiste en una concentracion tal que de una senal dos veces mayor a la

senal del ruido.

De esta forma, tomando como base un cromatograma de NF a 200 ng/L (figura 18A y
18B), se examin6 una parte de la senal del ruido (18B) y considerando la respuesta en esta
zona, se calculé un LD correspondiente a dos veces esa senal, obteniendo una

concentraciéon aproximada de 30 ng/L

Después de la evaluacion estadistica de la confiabilidad del método y del calcjilor del
limite de deteccion, se procedi6 a su aplicacion para el analisis de muestras provenientes

del acuifero del Valle del Mezquital, localizaclo en el Estado de Hidalgo.

~
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Abundance
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bencilico
tr.10.2°

Nonilfenoles
tr.15.5- 16.0
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6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 min

(200 ng/L)
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Time->0

6.00 800 1000 1200 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00
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2400
2200
2000
1800
1600
1400
1200
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800
600
400
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1200 C
1100
1000
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Time->0
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Nonilfenoles (Respuesta de 800 unidades)

Figura 18. Comparacion de la respuesta del analito y la seiial del
ruido para el calculo del limite de deteccion
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6.1.3 Anadlisis de muestras del Acuifero del Valle del Mezquital.

Se realizo el muestreo en dos manantiales localizados en el poblado de Tezontepec de .

Aldama y Cerro Colorado.

6.1.3.1 Muestreo.

El muestreo se realizo el dia 2 de julio del 2002 en el manantial localizado en el
poblado de Tezontepec de Aldama (cuya imagen se muestra en la figura 19), y en el
manantial ubicado en Cerro Colorado (figura 20) como se explicd en la parte de desarrollo

experimental.

Figura 19. Manantial “El Puedhe", localizado en el poblado de
Tezontepec de Aldama, Hgo.
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Figura 20. Manantial localizado en el poblado de Cerro Colorado, Hgo.

6.1.3.2 Analisis y cuantificacion de muestras.

Primeramente se realizo el analisis de los blancos para detectar cualquier problema de
contaminacion ocurrido hasta el muestreo. Los resultados obtenidos demostraron que no
existié contaminacién durante esta etapa, de manera que se prosiguié con el analisis de las
muestras sin adicién del estdndar interno, con el fin de observar las senales exclusivas ala

composicién de la muestra.

El anilisis 'del,agua, ;Obt;énfid‘:i ;f';:'lglﬁ.‘_nianantial de Tezontepec de Aldama no mostr6
evidencia alguna de éo:ntanﬁhagiér?'i: por Nonilfenoles. En cambio, los cromatogramas
resultantes del andlisis de las muéstréé del manantial de Cerro Colorado mostraron una
serie de picos con tiempos de retenci6n entre 15.5 y 16 minutos. Los resultados del an4lisis
se presentan en la figura 21, asf como un cromatograma perteneciente a un blanco, que a
pesar de tener senales en este intervalo, sus espectros de masas no corresponden a la

relacién de abundancia de iones.
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sburdance

1600 S PRSI I -
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1000
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200

Time-->0 6.00 800 1000 1200 1400 16.00 18.00 2000 22.00 24.00 min
C

Figura 21. Analisis comparativo entre el (A) blanco de muestra, (B)
muestra proveniente del manantial de Cerro Colorado y (C) estandar de
Nonilfenoles por MEFS-CG-EM (200 ng/L)
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Como se mencion6 anteriormente, la muestra presenta un grupo de picos con tiempo de
retencién semejante al encontrado para los nonilfenoles. Ademas de ‘esta evidencia se
cuenta con el espectro de masas, que es una herramienta mas poderosa para discernir si se -

trata de estos compuestos.

El cromatograma de la figura 22A es una ampliacién del presentado con anterioridad
(figura 21B). La imagen permite observar con claridad las senales antes mencionadas, con
tiempos de retencién de 15.60, 15.68 y 15.89. Estas dos ultimas tienen especial interés, ya
que al analizar su espectro de masas, presentaron un perfil de fragmentacion semejante al
del analito en estudio. La comparacion entre los espectros de la muestra y la biblioteca del

programa se presenta también en la figura 22.

Abundances

10000
9000
8000

7000
6000 Posible

contaminacién
5000 ——

4000

3000 \
el | P O «Mmhﬂvw udhkmaa

Tine->8)G0 1280 13,00 1350 14.00 14.50 15,00 1550 16.00 16,50 17.00 17.50 mmn

A

Figura 22. Cromatograma de una muestra del manantial de Cerro
Coilorado (A) y sus correspondientes espectros de masas para las
sefiales con tr. 15.68 (B), 15.89 (C)y 15.90 (D)
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Figura 22. Continuacion
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El programa que permite el analisis de los espectros de masas proinbrt:iéna'ad'emas

varios espectros de referencia, que por su similitud (expresada en pmcentaje) con el del:‘;” S

andlisis en proceso, puede orientar sobre la identidad del compuesto en cuestlén En este :

caso, la. biblioteca presenté como primera posibilidad a los. Nomlfen es seme]anza '

cercana al 90% confrontados con la referencia), por lo que se confrontaron los resultados
obtenidos con los datos encontrados tanto para el espectro de la ,blbhoteca,y el del

estandar. Los resultados se muestran en la tabla IX.

TABLA IX. Analisis comparativo de la abundancia de iones principales en
los EM de las muestras, estandar y biblioteca espectral

ABUNDANCIA
Estandar Biblioteca Analito Analito
m/z Nonilfenoles espectral tr. 15.68 Tr. 15.89
107 50 38.1 34.9 31.8
121 55 38.1 37.2 31.8
135 100 100 100 100
220 7.5 9.5 9.3 6.8

En todos los casos, el pico base corresponde al i6n con m/z 135, originado por la ruptura
de la cadena alquilica y la consecuente pérdida de CgHjs. Los siguientes iones m/z 107 y 121,
aunque difieren un poco en abundancia con respecto al espectro del estandar, son similares
al de la biblioteca y en ambos casos el patrén se mantiene es decir, el porcentaje entre estos
jones en el mismo espectro es muy semejante y corresponde a un 45% aproximado de la

abundancia del pico base,

Con base en la concordancia de los puntos antes mencionados: los tiempos de
retencion, y la abundancia de los iones en el espectro de fragmentacion, se confirma que la
contaminacion presente en el agua es por Nonilfenoles, de manera que el paso a seguir es la

determinaci6n de la concentracién presente en el agua de los puntos muestreados.

TE! IQCON 78
1 17 RGN




RESULTADOS

Conel fin-de comparar las condiciones de-la muestra-con respecto a las condiciones - -
trabajadas en el método, se determiné el pH de las muestras. Los resultados se muestran en

la tabla X.

TABLA X. Valores de pH de las muestras del acuifero del Valle del

Mezquital
Muestra pH (temperatura)
Blanco Cerro Colorado (CC) 7.11 (23.6)
Muestra CC A 7.40 (23.9)
Muestra CC B 7.15 (23.8)
Blanco Tezontepec 7.48 (23.6)
Muestra Tezontepec 7.46 (24.0)

En lo que se refiere a la concentracién de sales en las muestras, no se realiz6 la
caracterizacién de las mismas, pero se conocen los datos reportados de los ultimos estudios
sobre la calidad del agua de los manantiales muestreados [49], los cuales se muestran en la

tabla XI.
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TABLA XI.

Concentracion de sales en las muestras del acuifero

Cerro Tezontepec
Colorado de Aldama
pH (Temp. °C) 7.5(19.9) 7.2(20.2)
Na 210 191
K 41 34
Ca 104 82
Mg 50 59
HCO; 544 493
SO, 167 185
Ci 182 185
N (NO; | mg/L 12.9 9.9
N (NO,) 0.0048 <0.001
N (NH;) < 0.001 <0.001
PO, 0.19 0.117
F 0.78 0.99
Mn 0.003 <0.003
Fe 0.05 <0.02
B 0.83 0.78
Be <0.12 <0.2
Al - <0.5
Cr 1.89 214
Ni 27 2.16
Cu 4 5.2
Zn ug/L - <1.27
Cd 0.31 0.1
Sb 0.16 0.09
Ba - —
Ti 0.04 <0.02
Pb 0.55 0.27
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Considerando las sales que se encuentran en mayor proporcién en las muestras se tlene,;f -

que estdn presentes en una concent:racn‘m aproxnnada de 1310 mg/L, equ1valente a0, 13 % ..

De esta forma, se concluye que si una concentracion de sales del 5% no afecta de manerawf "

significativa en el proceso de extraccién por MEFS, una diferencia de 0.13 % cgnﬁ :especto a . ‘
las condiciones establecidas (0% de sales) tampoco ejerceran inﬂuenciai'“ sobre el

comportamiento de las muestras ante el método de andlisis.

Finalmente, correlacionando con ensayos anteriores y dado que la respuesta entre ;
detenmnamones es muy variable entre un dia y otro, se detennmé quela concentracién del
analito en la muestra es inferior a los 200 ng/L. De esta forma, se construyé la primera curva
para la cuantificacién entre 100 y 800 ng/L de NF (con alcohol bencilico a una
concentracién de 31.2 ug/L). Posteriormente se hizo el analisis de la muestras y se observé
una concentracion inferior a la mas baja analizada en la curva. Por este motivo se construyé

otra curva de 40, 80, 100 y 200 ng/L que se muestra en la figura 23.

20.0 40.0 60.0
& 40- 200 ng/L

Alc. Bencilico| Nonilfenol
IIN F] pgiL (Area) (Area) Ra |Rc*10*
0 29665 0 0.00 0.0
0.04 28951 31819 1.10 13.7
0.08 28337 57834 2.04 27.5
0.1 29094 58287 2.00 34.3
0.2 29781 98090 3.29 68.7

Figura 23. Curva para la cuantificacion de Nonilfenoles
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El coeficiente de correlacion obtenido indica que la curva no se adapta

lineal, lo cual puede ser ocasionado por el error (expresado como coeficiente de variacién) -

encontrado entre determinaciones. Esto implica que la_ cuantificaéié‘ del ‘analito_de -

acuerdo a la ecuacién de esta curva tiene cierto porcentaje de error. El anéhsxs de cadaf

muestra se hizo por triplicado y mediante un analisis de regres1én hneal

la concentracion de Nonilfenoles oscila entre los 30 y 70 ng/L- con un C V = ,330/ que se>'v10"

aumentado por encontrarse en los limites de deteccion del metodo. : -

La concentracién de nonilfenoles encontrada en el manantial de Cerro Colorado es
considerablemente menor a la reportada en el trabajo precedente, donde seevaluaron
muestras procedentes de una fuente diferente, en este caso el pozo de San-Salvador,

perteneciente también al DR-03.
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CONCLUSIONES

Vil. CONCLUSIONES

¢ Se desarroll6 un método por Microextraccion en fase solida- Cromatografia de
Gases- Espectrometria de Masas para la cuantificacion de nonilfenoles en agua,
que a diferencia de los reportados en la literatura, constituye un método
especifico para éste tipo de compuestos.

¢ Se establecieron las condiciones 6ptimas para la determinacién y cuantificacion
de Nonilfenoles en agua empleando MEFS-CG-EM, desarrollando asi un
método rapido, eficiente y econémico para el analisis de estos compuestos a
niveles de trazas. El método es de gran utilidad, ya que puede determinar
concentraciones menores a 1 ug/L que es el limite establecido por la NOM para
la presencia de compuestos fenélicos en agua para uso y consumo humano
(NOM-127-SSA1-1994).

¢ Se determinaron los pardmetros de linealidad, repetibilidad y limite de
deteccion del método propuesto, encontrindose que pueden observarse
cantidades del orden de 70 ng/L con un C.V. del 20%. ‘

¢ Se determiné la presencia de Nonilfenoles en el Manantial de Cerro Colorado
localizado en el DR-03 en concentraciones menores a 100 ng/L, nivel ue se
encuentra por debajo de los limites establecidos por la'legislacién, pero que
debe ser tomado en cuenta debido a su valor potencial como indicador o
trazador en el sisterna de recarga del acuifero por el riego con agua residual y
por los efectos que produce sobre Ia salud de los seres vivos.

¢ Es importante recordar que el manantial de Cerro Colorado es de reciente
aparicién, y como se menciond en los antecedentes, es uno de los mas
caudalosos. Al considerar los nonilfenoles como trazadores del sistema de
recarga del acuifero, su presencia en el manantial de Cerro Colorado es un .-
indicador de la contaminacion a la que éste esta siendo sujeto por efecto de las

aguas negras.
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